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长链非编码 RNA LINC01006 与非小细胞 

肺癌顺铂耐药的关系 
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【摘  要】目的 探究 LINC01006 与非小细胞肺癌顺铂耐药的关系。方法 通过 GSE43493 和 GSE108139 数据集筛选参与肺癌顺铂耐药的核心基因，明确核心基

因的表达情况。富集分析明确核心基因的生物学功能。探究核心基因的表达差异、诊断效能及预后意义。通过实时荧光定量 PCR 检测 LINC01006 表达。结果 核心

基因主要参与磷酸肌醇信号通路及染色体结构的调节，肺癌化疗患者预后不良相关。LINC01006 有一定的诊断效能，在肺癌顺铂耐药细胞中高表达。结论 LINC01006

在非小细胞肺癌顺铂耐药细胞中高表达。 
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Abstract：Objective To investigate the correlation between LINC01006 and the cisplatin resistance of non-small cell lung cancer（NSCLC）. Methods To 

explore the differential expression of core genes related to cisplatin resistance in NSCLC by analyzing GSE43493 and GSE108139 datasets. And the enrichment 

analysis was performed to identify the biological functions of these genes. Expression analysis，diagnostic efficacy and the construction of the prognostic 

models of core genes were based on the TCGA database. Transfected siRNAs targeting LINC01006，and the expression of LINC01006 was detected by real-time 

fluorescent quantitative PCR. Results Core genes are involved in the regulation of phosphoinositol signal pathway and chromosome structure，and associated 

with the poor prognosis of lung cancer patients undergoing chemotherapy. LINC01006 has a certain diagnostic efficacy and is highly expressed in 

cisplatin-resistant cells of NSCLC. Conclusion LINC01006 is expressed at a higher level in cisplatin-resistant NSCLC cells compared to sensitive cells. 
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肺癌是发病率最高的癌症，肺癌患者总体的 5 年生存率约为 15%[1　4]。

非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）是最常见的肺癌类型

[1，2]。顺铂（cisplatin，DDP）是最常见的铂类药物，然而在治疗中患者容

易耐受，因而无法达到预期治疗效果[5]。因此，寻找肺癌耐药的靶点是肿

瘤研究领域亟待解决的问题。LINC01006 定位于 7q36.37。Yu Zhang 等[6]

研究表明，LINC01006 能介导 miR-129-2-3p 靶向连环蛋白β1（catenin 

beta 1，CTNNB1）而活化 Wnt/β-catenin 信号通路从而促进肺癌的迁移和

增殖。 

目前，尚未有文献报道 LINC01006 与肺癌顺铂耐药的关联。本研究

将探讨 LINC01006 表达情况与肺癌顺铂耐药的关系，以期待为肺癌耐药

的临床治疗提供新的策略。 

1 材料和方法 

1.1 主要材料与试剂 

肺癌细胞 A549 及 A549 顺铂耐药细胞 A549/DDP 购自盈湾生物。A549

细胞使用含有 10%胎牛血清的 RIMP 1640 完全培养基培养。A549/DDP 使

用含有 1ug/ml DDP 的完全培养基培养。胎牛血清购自默克公司，RIMP 

1640 培养基、Lipofectamine 2000 和 TRIZol 购自赛默飞公司，引物购自北

京擎科公司，逆转录试剂盒、SYBR Green 实时荧光定量 PCR 试剂盒和细
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胞计数试剂盒-8（CCK8）购自翌圣公司，LINC01006 小干扰 RNA

（si-LINC01006）、阴性对照（si-NC）、阳性对照（si-GAPDH）购自吉玛

公司（序列见表 1）。 

表 1  靶向 LINC01006 的小干扰 RNA 序列 

名称 正义链 反义链 

si-LINC01006 #1 GCAGGGUCUAAAGAAAUUATT UAAUUUCUUUAGACCCUGCTT 

si-LINC01006 #2 GGGCUCAGAUAAGUAGACUTT AGUCUACUUAUCUGAGCCCTT 

si-LINC01006 #3 CAGCCUUUCUUCACGCAAATT UUUGCGUGAAGAAAGGCUGTT 

1.2 生物信息学分析 

1.2.1 数据集下载与预处理 

使用 R 软件的 GEOquery 包和 AnnoProbe 包从基因表达综合数据库

（GEO）（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）下载包含肺癌及肺癌 DDP 耐

药细胞测序数据的数据集 GSE43493 与 GSE108139，进行基因 ID 的注释，

并使用 GEO2R 绘制 GSE43493 数据集基因表达火山图。从癌症基因组图

谱计划（TCGA）（https：//portal.gdc.cancer.gov）下载肺癌项目的数据，并

对基因表达数据进行归一化处理。 

1.2.2 目标基因筛选与表达差异分析 

筛选 GSE43493 数据集中|log（FC）| > 1.4 且 p < 0.01 的基因，筛选

GSE108139 数据集中|log（FC）|数值排名前 1000 的基因，取上述两数据

集筛选出的基因的交集。 

1.2.3 交集基因的生存分析及富集分析 

提取从 TCGA 中下载的接受过化疗的 288 位患者的信息，使用 R 软

件 survival 包采用多因素 Cox 回归，分别使用无进展生存期（Progess Free 

Survival，PFS）和疾病特异性生存期（Disease Specific Survival，DSS）作

为预后指标，纳入筛选出的基因，构建预后模型。计算每个样本的个体

危险分数，以 288 个样本的危险分数的中位数将患者分为高风险和低风

险两组，并进行生存分析。使用 R 软件的 clusterProfiler 包进行富集分析，

并 ggplot2 包进行可视化。 

1.2.4 诊断效能分析 

提取从 TCGA 的 LINC01006 表达数据及患者临床信息，绘制接受者

操作特征曲线（Receiver Operating Characteristic，ROC）以评估 LINC01006

表达差异对于肺癌的诊断效能。使用 R 软件的 pROC 包进行 ROC 分析，

并使用 ggplot2 进行可视化。使用曲线下面积（Area Under the Curve，AUC）

评估基因的诊断价值。 

1.3 CCK8 法检测细胞的耐药指数 

以 6000 个/孔的密度将细胞种于 96 孔板中，次日按照 0-25μg/ml 的

浓度梯度加入顺铂，加药 24h 后，加入 CCK8 溶液继续培养 2h，使用酶

标仪测定 450nm 波长处的吸光度。使用 R 软件 drc 包拟合模型并计算半

数抑制浓度（half maximal inhibitory concentration，IC50），使用 ggplot2 包

进行可视化。将 A549/DDP 细胞与 A549 细胞的 IC50 值相除即可得到

A549/DDP 细胞的耐药指数。 

1.4 细胞转染 

使用 Lipofectamine 2000 将 si-NC、si-LINC01006 和 si-GAPDH 分别

进行转染，转染后 72 小时提取中 RNA，使用实时荧光定量 PCR 检测 siRNA

靶向基因的效果。 

1.5 实时荧光定量 PCR 检测 LINC01006 表达 

使用 TRIZol 法提取细胞的总 RNA，使用逆转录试剂盒将 RNA 逆转

录为 cDNA，qPCR 使用 SYBR Green 实时荧光定量 PCR 试剂盒，采用 2-Ct

计算 LINC01006 的相对表达量。 

引物序列为：LINC01006-F ：GTGTGACACATCGGAGTGAATTGAG ；

LINC01006-R ： AACCCTGCACTATTTGTGGCGT ； GAPDH-F ： TGAAGGTC 

GGAGTCAACGGATTTGGT，GAPDH-R：CATGTGGGCCATGAGGTCC ACCAC。 

1.6 统计学分析 

本文数据使用 R 软件（4.0.3 版本）进行分析，进行双尾检验，且设

置显著性水平α = 0.05。 
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图 1  目的基因筛选与表达分析 

2 结果 

2.1 交集基因的筛选结果与表达差异分析 

本研究通过筛选得了到 5 个交集基因（图 1A），热图表明交集基因主

要在 A549/DDP 细胞中高表达，而在 A549 细胞中低表达，且 LINC01006

在 A549/DDP 中高表达（图 1C）。使用火山图可视化 GSE43493 中差异表

达的基因（图 1B）。 

（A）GSE43493 和 GSE108139 数据集部分交集基因；（B）使用火山

图可视化 GSE43493 数据集中表达差异的基因；（C）使用热图可视化交集

基因在 GSE43493 中的不同分组中表达。 

2.2 交集基因的表达、富集及生存分析 

交集基因中 AL672310.1、LINC01006 在肺癌组织中高表达（图 2A），

其中 LINC01006 在肺癌组织中表达显著高于癌旁组织（p < 0.001）。交集

基因的主要涉及磷酸肌醇信号通路和染色体的结构的调节（图 2B）。将

PFS 作为预后模型的预后参数时，高风险组患者的 PFS 与低风险组的 PFS

之间的差异有统计学意义（p < 0.01）（图 2C），高风险组比低风险组的中

位生存期短了 1.9 年；DSS 作为预后参数时，危险分数计算公式为：风险

分 数  = 2.8747 ×  AL672310-1 + 0.1952 ×  INPP4B + 0.0458 × 

NR2F1-AS1 + 0.0154 × RNF212 + 0.0547 × LINC01006，说明核心基因

高表达提示肺癌化疗患者预后不良。 

 

图 2  交集基因的表达、富集及生存分析 

（A）交集基因在肺癌及癌旁组织中的表达情况；（B）交集基因的富

集分析；（C）基于 Cox 回归危险分数分组的无进展生存期的 Kaplan-Meier

曲线图。（***p < 0.001） 

2.3 LINC01006 的表达及诊断效能分析 

肺癌组织中 LINC01006 表达显著高于癌旁组织（图 3A）（p < 0.001）。

ROC 曲线的 AUC 值为 0.619，提示 LINC01006 具有一定诊断价值（图 3B）。 

（A）LINC01006 在肺癌组织中表达显著高于癌旁组织（p < 0.001）；

（B）肺癌 LINC01006 基因的 ROC 曲线，曲线下面积为 0.619。（***p < 

0.001） 

 

图 3  LINC01006 基因的表达及诊断效能分析 

2.4 LINC01006 在肺癌顺铂耐药细胞中高表达 

A549 细胞的 IC50 为 2.96μg/ml，A549/DDP 细胞的 IC50 为 12.14μ

g/ml，耐药指数为 4.10（图 4A）。LINC01006 在 A549/DDP 中表达高于 A549

细胞（p < 0.01）（图 4B）。3 组不同序列的 siRNA 沉默 LINC01006，

si-LINC01006 #3 有较好的沉默效果，其表达显著低于 si-NC 组（p < 0.001）

（图 4C）。GSE43493 数据集中，LINC01006 在 A549/DDP 中表达高于 A549

细胞（p < 0.01）（图 4D）；GSE108139 数据集中，LINC01006 的平均相对

表达量在 H460/DDP 中高于 H460 细胞（图 4E）。 

 

图 4  LINC01006 在肺癌顺铂耐药细胞中高表达 
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（A）A549 与 A549/DDP 细胞生存曲线；（B）LINC01006 在 A549/D

DP 中表达显著高于 A549 细胞（p < 0.01）；（C）使用 siRNA 沉默后 LIN

C01006 的表达；（D）LINC01006 在 GSE43493 数据集中的表达；（E）LI

NC01006 在 GSE108139 中的表达。（*p < 0.05，**p < 0.01，**p < 0.00

1，nc 表示差异无统计学意义） 

3 讨论 

肺癌是中国发病率最高的恶性肿瘤，大部分患者在确诊后 5 年内死

亡[1，2，7]。LINC01006 是近年来新发现的一种长链非编码 RNA，在肿瘤中

发挥着重要作用，但在肺癌细胞中的耐药作用尚未得到研究。 

本研究通过 GEO 数据库筛选出了在肺癌顺铂耐药细胞中高表达的核

心基因；通过结合 TCGA 数据库，明确了基因在肺癌及癌旁组中的表达；

通过富集分析，明确了核心基因聚焦于磷酸肌醇信号通路及染色体结构

的调节；通过构建预后模型，探究了核心基因高表达提示预后不良。同

时，实验明确了 LINC01006 在 A549/DDP 中高表达，并初步筛选出了对 L

INC01006 有靶向作用的 siRNA。 

本研究确定了 LINC01006 在肺癌顺铂耐药细胞中高表达，探究了 LI

NC01006 高表达提示患者预后不良。但由于课题结题时间限制，本研究

仍缺乏实验来验证在顺铂耐药细胞中敲低 LINC01006 基因对于细胞活力

及耐药情况的影响。因此，我们后续将构建敲除 LINC01006 基因的 DDP

耐药细胞模型，并进一步探究 LINC01006 与肺癌耐药的机制，从而为肺

癌研究提供理论参考。 
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